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Hypericin kommt in der Natur haufig vor und ist ein Farb- bzw. Pflanzeninhaltsstoff, 
der nicht nur in Hypericum perforatum (Johanniskraut) enthalten ist, sondern auch in vielen 
anderen Hypericum Species (Hypericum hirsutum, H montanum, etc.) sowie in verschiedenen 
anderen Pflanzen (z.B. in Buchweizen mit Seitenketten als Fagopyrin). Weiters ist dieses 
Pigment in Protozoen (Blepharisma, Stentor coeruleus) zu finden, in Halbflugler (Wanzenz, 
Hemiptera) und als Vorstufe im Blatterpilz Dermocybe austroveneta. Die Flechtenart Ne- 
phroma laevigatum enthalt ebenfalls Hypericinderivate. 

Uber Emodin aus Cortex fangulae (Faulbaumrinde) ergibt sich ein einfacher semisyn- 
thetischer Weg zu Hypericin. 

Hypericin wird seit etwa 20 Jahren auf seine Einsatzmoglichkeiten fur therapeutische 
Anwendungen iiberpruft. Die lipiden und wasserunloslichen Eigenschaften von Hypericin 
erschweren jedoch die Applikation im menschlichen Korper. 

EP 0 702 957 Bl und DE 197 56 677 Al beschreiben jeweUs Arzneistoffextrakte aus 
verschiedenen Pflanzen, die nach Zugabe von Polyvinylpyrrolidon (einem Poly-N-vinylamid) 
bis zur Trockene eingeengt werden. Es entsteht dabei eine heterogene Mischung aus einigen 
hundert bis tausend verschiedene Pflanzeninhaltsstoffen und Polyvinylpyrrolidon (im folgen- 
den kurz PVP genannt), die schlieBlich fur peroralen Einnahme Anwendung finden soil. 

In den Dokumenten WO 94/14956 und US 5 952 31 1 Bl wird Hypericin mit einer 
energiespendenden Substanz wie Luciferin vermischt. Diese chemische Aktivatorsubstanz 
ubertragt schlieBlich Energie auf den Photosensitizes 

In den letzten 25 Jahren entwickelte sich die selektive Photosensibilisierung von ma- 
lignen Geweben, oder Gewebeerkrankungen anderer Art zu einem eigenstandigen medizini- 
schen Gebiet [1, 2, 6]. Darin finden insbesondere zwei Methoden klinische Anwendung [3]: 

• Ausnutzung physikalischer Effekte (z.B. lichtinduzierte Huoreszenz) zur Diagnose (Pho- 
tophysikalische Diagnose, PPD) 

• Ausnutzung der lichtinduzierten photodynamischen Prozesse als Therapieform (Photody- 
namische Therapie, PDT) 

Die Entwicklung der PDT und PPD zeigt heute einen progressiven Verlauf. Seit 1992 
hat sich der monatliche Output an wissenschaftlichen Publikationen nahezu verdreifacht (Cur- 
rent Contents: Life Sciences). Dieses Faktum ist einerseits darauf zuruckzufuhren, daB sich 
die PDT als effektive Tumortherapie erwiesen hat und andererseits auch fur nichtmaligne Er- 
krankungen wie z.B. GefaB-, Viruserkrankungen Anwendung findet. 

PDT und PPD bedienen sich Mechanismen, die der Wechselwirkung zwischen Licht 
und Gewebe zugrundeliegen. Vermittler dieser Wechselwirkungen sind ein geeigneter Photo- 
sensitizer und Sauerstoff. So ergeben sich vier EinfluBbereiche - Licht, Sensitizer, Sauerstoff 
und Gewebematrix (physikalisch-optische und chemische Gewebebeschaffenheit [4, 5]), de- 
ren Zusammenwirken die zielfuhrende Anwendung von PDT und PPD ermoglicht. Photosen- 
sitizern, die geringe systemische Toxizitat aufweisen und sich im Idealfall im malignen Tu- 
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mor anreichern, werden verabreicht. Darauffolgende Belichtung mit sichtbarem Licht indu- 
ziert photochemische Reaktionen vor allem vom Typ II, aber auch Typ I, die weitgehend eine 
Zerstorung von Biomembranen, Biomolekulen und subzellularen Organellen hervorrufen [3]. 
Diese Reaktionen werden therapeutisch in der photodynamischen Tumortherapie genutzt, in 
dem cytotoxische Reaktanden der aktivierten Photosensitizer Tumorzellen zerstoren. Weiters 
konnen in malignen Lasionen angereicherte Sensitizer uber ihr Fluoreszenzlicht zu diagnosti- 
schen Methoden etabliert werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft nun in einem ersten Aspekt eine Wirkstoffkombi- 
nation zur Diagnostik und Behandlung von Tumoren, umfassend einen wasserloslichen Kom- 
plex bzw. eine wasserlosliche Verbindung von reinem Hypericin und einem Poly-N- 
vinylamid. Es ist bekannt, dass Poly-N-vinylamide, wie z.B. PVP, Farbstoffe komplexieren, 
uberraschenderweise stellte sich in Experimenten heraus, dafi auch lipophile Farbstoffe wie 
Hypericin so in wassrige Losung gebracht werden konnen. Besonders fur die systemische Ap- 
plikation grosserer Mengen (bis 5 mg / kg Korpergewicht) fehlte bisher die entsprechende 
wassrige Verabreichungsform, die nun durch die erfindungsgemafie Wirkstoffkombination 
erstmals zur Verfugung gestellt wird. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung eine Wirkstoffkombination umfassend einen 
wasserloslichen Komplex bzw. eine wasserlosliche Verbindung von reinem Hypericin und 
Polyvinylpyrrolidon (PVP) verschiedenen Polymerisations- und Vernetzungsgrades. Durch 
die Bindung der Reinsubstanz Hypericin an Polyvinylpyrrolidon (PVP) kann ein gut wasser- 
loslicher Komplex des an sich wasserunloslichen Sensitizer Hypericin dargestellt werden, der 
fur therapeutische und diagnostische Anwendungen geeignet ist. Durch die Komplexierung 
von Hypericin an PVP steht erstmals eine wasserlosliche Form des Hypericin zur Verfugung, 
' die leicht applizierbar ist und mit der eine bessere Verteilung des Sensitizers und eine verbes- 
serte Anreicherung und Selektivitat in pathologischem Gewebe erreicht werden kann. Die 
Verwendung von stark gewebeirritierenden organischen Losungsmitteln wird somit vermeid- 
bar und eine physiologisch gunstige Applikationsform von Sensitizern (Hypericin komplexiert 
mit PVP = Farbstoffkomplex) zur Diagnostik oder Behandlung von malignen aber auch 
nichtmalignen Erkrankungen darstellbar. 

Die wasserlosliche Wirkstoffkombination kann beispielsweise zur DurchfQhrung der 
photophysikalischen Diagnostik (PPD) eingesetzt werden. Nach selektiver Bindung des Kom- 
plexes an Lasionen humanen Gewebes wird z.B mit elektromagnetischer Strahlung (Licht) das 
Hypericin als Farbstoff angeregt und die physikalische bzw. chemische Response zur Diagno- 
stik genutzt. Lasionen z.B. in der Blase (durch Spulung) konnten so angefarbt und iiber Fluo- 
reszenzlicht nach Anregung erfolgreich detektiert werden. 

Die Reinsubstanz Hypericin kann z.B. aus Pflanzen isoliert sein oder es kann auch 
synthetisches Hypericin, etwa aus Emodin synthetisiert, zum Einsatz kommen, gebunden oder 
komplexiert an Polyvinylpyrrolidon (PVP) verschiedenen Polymerisations- und Vernetzungs- 
gradesgrades. Dadurch kann der ansonsteri wasserunlosliche Farbstoff Hypericin zu verschie- 
denen medizinischen Zwecken in wassriger Form verabreicht werden. Hypericin wird in che- 
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misch reiner Form eingesetzt, Pflanzenextrakte, die aus einigen hundert Substanzen zusam- 
mengesetzt sind, sind nicht geeignet und nicht Gegenstand der vorliegenden Erfindung. PVP 
finden im Stand der Technik Verwendung als Blutserumersatz, kiinstliche Tranenfliissigkeit, 
zur Entgiftung und als Tablettenbinde- und Uberzugsmittel (orale Anwendung). Als Blut- 
serumersatz werden heute jedoch iiberwiegend Dextrane, Gelatine-Starke-Derivate und 
Serumproteinlosungen verwendet, die ebenfalls Farbstoffe komplexieren konnen und in der 
erfmdungsgemaJJen Wirkstoffkombination als Hilfsstoffe zum Einsatz kommen konnen. 
Durch die Verwendung dieser unterschiedlichen Losungsvermittler wird auch die Gewebese- 
lektivitat und -affinitat verandert und es wird somit eine selektivere Anreicherung im entspre- 
chenden Gewebe begiinstigt. 

Bevorzugt werden Polyvinylpyrrolidone (PVP) mit einem Polymerisationsgrad von 
niedrigen Molmassen (10.000 - 90.000 g/Mol) verwendet, da diese durch Zellmembranen dif- 
fundieren konnen und ausscheidbar sind. Nach Bedarf kann der Polymerisationsgrad von PVP 
auch hoher festgelegt werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betragt in der 
Wirkstoffkombination das molare Verhaltnis von Hypericin zu Poly-N-vinylamid etwa 1:1. 
Insbesondere liegen in der wasserloslichen Wirkstoffkombination je nach Anwendungsbereich 
etwa folgende Konzentrationen vor: 

Hypericin von 1 \iMol/l bis 0,1 Mol/1 

Poly-N-vinylamid (PVP) von 1 \xMo\A bis 0,1 Mol/1 

Das molare Verhaltnis von PVP zu Hypericin ist dariiber hinaus abhangig vom Poly- 
merisations- und Veraetzungsgrades des PVP. Je kleiner die molare Masse von PVP, desto 
hoher muss dessen Konzentratibn im Verhaltnis zu Hypericin vorliegen, um das Hypericin als 
Sensitizer vollstandig zu komplexieren. Bei topischer Verabreichung ist auf Grund der gerin- 
geren Diffiisionsgeschwindigkeit die Konzentration von Hypericin noch hoher anzusetzen. 

Weiters betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der erfin- 
dungsgemaBen Wirkstoffkombination, wobei Hypericin an einem Poly-N-vinylamid, bevor- 
zugt PVP, gebunden beziehungsweise komplexiert wird. Die Komplexierung wird dabei vor- 
zugsweise in wassriger, gegebenenfalls abgepufferter Losung vorgenommen. So kann bei- 
spielsweise Hypericin (aus Hypericum perforatum isoliert, oder z.B. aus Emodin synthetisiert) 
in wassriger Losung (etwa physiolog. Kochsalzlosung) mit Polyvinylpyrrolidon (PVP) zur 
Bildung der erfindungsgemafien wasserloslichen Wirkstoffkombination komplexiert werden. 
Durch das erfindungsgemaBe Verfahren werden aktivierbare Komplexe bzw. Verbindungen 
hergestellt, welche Hypericin umfassen, das an Poly-N-vinylamide verschiedenen Polymeri- 
sationsgrades komplexiert oder kovalent.gebunden ist. 

Vorzugsweise wird die Wirkstoffkombination weiters in an sich bekannter Weise zur 
intravenosen, intrakavitaren, inhalativeri, oralen, intraperitonealen und topischen Verabrei- 
chung, in hydrophilen oder hydrophoben Tragerstoffen, vorzugsweise in Form einer Losung, 
einer Creme, eines Gels, eines Aerosols, von Emulsionen oder als Pflaster bereitgestellt. 
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GemaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der er- 
findungsgemaBen Wirkstoffkombination zur Herstellung eines Arzneimittels vorgesehen, ins- 
besondere zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumoren und krankem 
Gewebe. Der Behandlung zuganglich sind vor allem Tumore und Lasionen auf und unter der 
Haut, wie auch in Kavitaten und Lumina oder tiefer liegenden Gewebeteilen. Der Transport 
der erfindungsgemaBen Wirkstoffkombination erfolgt vorzugsweise fiber die GefaBe oder 
durch Diffusion durch Haut und/oder Gewebe zu den Lasionen, wo eine selektive Anreiche- 
rung der Wirkstoffkombination aufgrund unterschiedlicher Morphologie und Physiologie bei- 
spielsweise von Tumoren stattfindet. Nichtphysiologische (pathologische) Vorgange im Orga- 
nismus umfassen sowohl gutartige wie auch bosartige Erkrankungen. All diese Erkrankungen 
zeichnen sich durch erhohten Stoffwechsel aus. Auf Grund auch dieser Tatsache lagert sich 
die erfindungsgemaBe Wirkstoffkombination bevorzugt in diesen Korperregionen an. Dadurch 
ist eine erhohte Sensibilisierung des erkrankten Gewebeareals zii erzielen. Die zur Anregung 
erforderliche Lichtenergie (elektromagnetische Strahlung) kann beispielsweise mittels Licht- 
wellenleiter in das Zielgewebe gebracht werden. In kavitaren Regionen (Hohlraumen wie z.B. 
auch die Blase) kann durch Spulung des Gewebes auch mit hohermolekularem PVP die Diffu- 
sion des Farbstoffkomplexes in die Lasionen ermoglicht werden. 

Bevorzugt wird auch die Verwendung der erfindungsgemaBen Wirkstoffkombination 
zur Herstellung eines Diagnostiziermittels zur photophysikalischen beziehungsweise photo- 
dynamischen Diagnostik und zur Krebsfruherkennung. 

Die erfindungsgemMBe Wirkstoffkombination reichert sich sowohl in malignen als 
auch in benignen Lasionen an, nicht aber in gesundem Gewebe. Dadurch ist die Detektion von 
Lasionen fiber emittiertes Huoreszenzlicht moglich (Diagnostik). Die selektive Sensibilisie- 
rung ermoglicht weiters die therapeutische Behandlung (photodynamische Therapie). 

Wenn bei der ersten Behandlung mit der erfindungsgemaBen Wirkstoffkombination 
nicht die vollstSndige Entfernung malignen oder pathologischen Gewebes erreicht werden 
kann, ist eine Wiederholung der Therapie moglich. Es wird gegebenenfalls sodann mehrmals, 
im Abstand von einigen Wochen nachbehandelt. 

Die erfindungsgemaBe Wirkstoffkombination wird bei systemischer Anwendung etwa 
0,1 bis 36 Stunden vor der Behandlung bzw. Diagnose verabreicht. Dabei erwiesen sich Do- 
sierungen von 0,1 mg bis 5,0 mg Wirkstoffkombination pro kg Korpergewicht als gtinstig. Die 
Anreicherung im Zielgewebe wird nach herkommlichen Methoden (Fluoreszenzspektrosko- 
pie) bestimmt. 

Die Komplexierung von Hypericin und PVP zeichnet sich durch die besondere Selek- 
tivitat aus. Die Substanz reichert sich nach ersten Untersuchungen mittels konfokaler Laser- 
mikroskopie in Tumorzellen an und gelangt bis in das endoplasmatische Retikulum der Zel- 
len, nicht aber in den Zellkern (chemisch/toxische Effekte auf die genetische Information im 
Zellkern kGnnen dadurch hintangehalten werden). Die Vorteile gegenfiber den erst vereinzelt 
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betriebenen Studien mit anderen Sensitizern wie Porphyrinen und deren Precursoren (5- 
Aminolavulinsaurs) sind: 

• Neben Photosensibilisierung des betroffenen Gewebes kommt es kaum zu Nebenwir- 
kungen: Hypericin-PVP ist fiir den Metabolismus relativ inert, 

• kurze biologische Halbwertszeit von Hypericin (34 - 38 h), 

• gute Wasserloslichkeit des Komplexes, jedoch ist Hypericin selbst lipophil und kann 
aus dem Komplex in lipide Zellkompartimente abgegeben werden, 

• die bisherigen Ergebnisse lassen eine ausgezeichnete Tumorselektivitat erwarten, mit 
vielen therapeutischen und diagnostischen Anwendungsmoglichkeiten, 

• Hypericin ist ein natiirlicher Pflanzeninhaltsstoff, die Rohstoffe sind Johanniskraut, 
dass in Osterreich kultivierbar ist (Porphyrine sind synthetisch bzw. aus Rinder- oder 
Schweineblut). 

Die vorliegende Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die beiliegenden Figuren 
naher erlautert. 

Fig. 1 zeigt die zeitabhangige Loslichkeit von Hypericin nach Komplexierung durch 
PVP. Ohne PVP zeigt sich keine Absorption im relevanten Spektralbereich (Kurve a), Hype- 
ricin bildet in wassriger Umgebung sofort unlosliche Aggregate, die ausfallen und vor allem 
keine Fluoreszenz mehr zeigen (siehe Diwu Z. et al. [14]). Die vorliegende Losung von Hype- 
ricin-PVP zeigt hingegen das typische Absorbtionsspektrum und emittiert Fluoreszenzlicht bei 
etwa 600 nm Wellenlange (Hypericin + PVP nach 30 Minuten, Kurve b; Hypericin + PVP 
nach 60 Minuten, Kurve c; Hypericin + PVP nach 180 Minuten, Kurve d). Dies zeigt, dass 
Hypericin in geloster Form vorliegt (Hypericin in aggregierter oder mikrodispersiver Form 
emittiert nach Anregung kein Fluoreszenzlicht). 

In Fig. 2 werden Mikroaufnahmen von humanen, erythroleukamischen Zellen der 
K562-Zelllinie gezeigt, welche mit dem erfindungsgemafien Hypericin-PVP-Komplex inku- 
biert wurden. Die postmitotische Verteilung des Komplexes legt eine hohe Affinitat zu Adha- 
sionskontaktpunkten der Zellen nahe (siehe Pfeil), wodurch die photodiagnostische Spezifitat 
des erfindungsgemafien Hypericin-PVP-Komplexes im Hinblick auf proliferierendes Krebs- 
gewebe begiinstigt wird. 

Klinische Untersuchung: 

Die Methode wurde bei vier Patienten/innen mit gut diflferenzierten Blasentumoren er- 
probt. Hier wurde iiber einen diinnen Blasenkatheter die Substanz (Hypericin-PVP-Losung) in 
die Harnblase instilliert. Zwei Stunden spater erfolgte dann eine Blasenspiegelung mit Hilfe 
eines Fluoreszenzsystems (D-Light, Fa. Storz, DE). Hierbei wird ein blauviolettes Licht zur 
Anregung der Fluoreszenz eingesetzt. Die Fluoreszenzdetektion erfolgt mit Hilfe einer Optik, 
die ein schmalbandiges Gelbfilter enthalt, wodurch die deutliche Rotfluoreszenz mit dem Au- 
ge erkannt werden kann. Es zeigte sich eine deutliche Fluoreszenz des sichtbaren Harnbla- 
sentumors, der auch unter WeiBlichtbetrachtung deutlich sichtbar war. Zusatzlich zeigten sich 
2 kleinere, deutlich fluoreszenzpositive Areale, die unter WeiBlicht nicht erkannt worden wa- 
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ren. Bemerkenswert ist, dass es unter der langeren Bestrahlung mit dem blauvioletten Licht 
nicht zu einem Ausbleichen der Fluoreszenz kam. 

Ein weiterer Untersuchungsansatz ist die Fluoreszenzzytologie. Bei der Zytologie wird 
der Harn des Patienten auf maligne Zellen untersucht, urn festzustellen, ob der Patient mogli- 
cherweise ein Blasentumorrecidiv hat. Die schlecht differenzierten Blasentumoren konnen in 
der konyentionellen Harnzytologie sehr gut erkannt werden. Leider sind aber die Zellen des 
gut differenzierten Blasenkarzinoms zytologisch nur schwer von normalen Urothelien zu dif- 
ferenzieren. Da jedoch auch die gut differenzierten Blasentumoren fluoreszenzpositiv sind (in 
den oben beschriebenen Fallen handelte es sich um gut differenzierte Blasentumore), kann 
anhand der Fluoreszenz der ausgeschiedenen Zellen das Vorliegen eines Blasentumors dia- 
gnostiziert werden. 

Neben der prazisen Lokalisation der Tumore kann in Eolge auch die therapeutische 
Intervention durch photodynamische Therapie durchgefuhrt werden. Der Tumor (beziehungs- 
weise die Lasion), der den Photosensitizer angereichert hat, kann mit entsprechendem Anre- 
gungslicht und Energieeintrag auf diese Weise nekrotisiert werden. 
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Patentanspruche: 



1 . Wirkstoffkombination zur Diagnostik und Behandlung von Tumoren, umf assend einen 
wasserloslichen Komplex bzw. eine wasserlosliche Verbindung von reinem Hypericin und 
einem Poly-N-vinylamid. 

2. Wirkstoffkombination nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen was- 
serloslichen Komplex bzw. eine wasserlosliche Verbindung von reinem Hypericin und Po- 
lyvinylpyrrolidon (PVP) verschiedenen Polymerisations- und Vernetzungsgrades umfasst 

3. Wirkstoffkombination nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyvinyl- 
pyrrolidon einen Polymerisationsgrad von niedrigen Molmassen aufweist, vorzugsweise von 
10.000 - 90.000 g/Mol, insbesondere bevorzugt von 10.000 - 40.000 g/Mol . 

4. Wirkstoffkombination nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass in der Wirkstoffkombination das molare Verhaltnis von Hypericin zu Poly-N-vinylamid 
etwa 1:1 betragt. 

5. Wirkstoffkombination nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Konzentration an Hypericin und an Poly-N-vinylamid (z.B. PVP) jeweils von 1 
|uMol/l bis 0,1 Mol/1 betragt. 

6. Verfahren zur Herstellung einer Wirkstoffkombination nach einem der Anspriiche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass Hypericin an einem Poly-N-vinylamid, bevorzugt PVP, 
gebunden beziehungsweise komplexiert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Komplexierung in 
wassriger, gegebenenfalls abgepufferter Losung vorgenommen wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Wirkstoffkombination weiters in an sich bekannter Weise zur intravenosen, intrakavitaren, 
inhalativen, oralen, intraperitonealen und topischen Verabreichung, in hydrophilen oder hy- 
drophoben Tragerstoffen, vorzugsweise in Form einer Losung, einer Creme, eines Gels, eines 
Aerosols, von Emulsionen oder als Pflaster bereitgestellt wird. 

9. Verwendung der Wirkstoffkombination nach einem der Anspriiche 1 bis 5 zur Her- 
stellung eines Arzneimittels. 

10. Verwendung nach Anspruch 9 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Tumoren und krankem Gewebe. 
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1 1 . Verwendung der Wirkstoffkombination nach einem der Anspriiche 1 bis 5 zur 
Herstellung eines Diagnostiziermittels zur photophysikalischen beziehungsweise photodyna- 
mischen Diagnostik und zur Krebsfruherkennung. 
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Fig. 2: 



Humane, erythroleukamische K562-Zefllnle 
inkubiert mit Hypericin-PVP-Komplex 
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Postrnitotische Verteilung des Sensibilisatorkomplexes indizrert 
eine hohe Affirtftat zu Adhestonskontaktpunkten der Zellen. (>) 
Hohe postrnitotische Afflnffat des Hypericinkomplexes 
begQnstigt die photodiagnostische Spezifitat der Substanz 
im Hinblick auf proliferierendes Krebsgewebe. 
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